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Referat: 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Quantifizierung JAK2 p.V617F mutierter Allele zur 
Verlaufskontrolle von Patienten mit JAK2 p.V617F positiven MPN nach allogener 
Stammzelltransplantation (SCT). Dabei sollte insbesondere untersucht werden, ob sich 
frühzeitig nach SCT ein höheres Rezidivrisiko der MPN vorhersagen lässt und zu welchen 
Zeitpunkten molekulare Untersuchungen nach SCT sinnvoll sind. 
Wir analysierten retrospektiv den Krankheitsverlauf von 30 Patienten. Dafür verwendeten wir 
die ARMS-QPCR und WTB-AS QPCR als zwei allel-spezifische Amplifikationsmethoden 
und untersuchten 142 Proben der ersten Kohorte (n=14) und 32 Proben einer zweiten Kohorte 
(n=16) im direkten Vergleich.  
Aus unseren Ergebnissen konnten folgende Rückschlüsse gezogen werden: 
1. Die beiden allel-spezifischen Amplifikationsmethoden ARMS-QPCR und WTB-AS 
QPCR zur Quantifizierung der JAK2 p.V617F Mutation sind vergleichbar. 
2. Als Ausgangsmaterial sind antikoaguliertes Vollblut oder auch Beckenkammbiopsien 
gleichermaßen geeignet.  
3. Der Nachweis von > 1% JAK2 p.V617F Allele 28 Tage nach allogener SCT ist 
assoziiert mit einem signifikant höheren Rezidivrisiko einer JAK2 positiven MPN und 










Vorbemerkung ........................................................................................................................... II 
Bibliographische Beschreibung ................................................................................................ III 
Inhaltsverzeichnis ..................................................................................................................... IV 
1 Einführung in die Thematik  .............................................................................................. 1 
1.1 Myeloproliferative Neoplasien  .................................................................................. 1 
1.1.1 Diagnosekriterien der WHO von 2008 ............................................................... 1 
1.1.2 Die JAK2 p.V617F Mutation bei MPN ............................................................. 2 
1.1.3 Prognoseabschätzung ......................................................................................... 5 
1.2 Therapeutische Möglichkeiten  .................................................................................. 6 
1.2.1 Allogene Stammzelltransplantation (SCT) ........................................................ 6 
1.2.2 Konventionelle Therapie .................................................................................... 6 
1.2.3 Neue Therapieansätze ........................................................................................ 7 
2 Publikationsmanuskript  ..................................................................................................... 8 
3 Übergreifende Bewertung  ............................................................................................... 16 
4 Zusammenfassung  ........................................................................................................... 23 
5 Literaturverzeichnis  ......................................................................................................... 25 
6 Anhang  ............................................................................................................................ 27 
6.1 Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit  ........................................ 27 
6.2 Danksagung  ............................................................................................................. 28 
6.3 Lebenslauf ................................................................................................................ 29 














1 Einführung in die Thematik 
1.1 Myeloproliferative Neoplasien 
Der Begriff der myeloproliferativen Erkrankungen (MPD) wurde erstmalig 1951 von dem 
Hämatologen William Dameshek erwähnt [1] und umfasste folgende hämatologische 
Erkrankungen: Polycythaemia vera (PV), essentielle Thrombozythämie (ET), primäre 
Myelofibrose (PMF) und chronische myeloische Leukämie (CML).  
Heute weiß man, dass die Ursache in der malignen Entartung einer pluripotenten Stammzelle 
mit der Folge klonaler Expansion zu sehen ist [2, 3, 4, 5, 6]. Je nach betroffener Zellreihe sind 
unterschiedliche Krankheitsbilder definiert (WHO 2008). 
 
1.1.1 Diagnosekriterien der WHO von 2008 
Aufgrund ihrer Häufigkeit wurde die JAK2 p.V617F Mutation als diagnostisches Kriterium in 
die neue Fassung der WHO Diagnosekriterien BCR-ABL negativer myeloproliferativer 
Neoplasien von 2008 aufgenommen [7, 8]. 
Bei der Neuformulierung wurde der Begriff der myeloproliferativen Neoplasie (MPN) 
geprägt. Damit soll deutlich werden, dass es sich um eine definierte maligne Erkrankung 
handelt. Die Klassifikation nach WHO-Definition von 2008 umfasst neben den unter dem 
früheren Begriff MPD zusammengefassten Erkrankungen (PV, ET, PMF, CML) außerdem 
die chronische Neutrophilen- bzw. Eosinophilenleukämie, die Mastzellleukämie und nicht 
klassifizierbare MPN [8].  
 
Bei Diagnosestellung wird die CML durch den Nachweis des Philadelphia-Chromosoms [9] 
oder des molekularen Korrelates BCR-ABL charakterisiert und auch als BCR-ABL positive 
MPN bezeichnet. 
 
Die aktuellen Diagnosekriterien für BCR-ABL negative MPN (PV, ET und PMF) sind in 
Tabelle 1 dargestellt: 
 
 











Hauptkriterien A1 Hb > 18,5 g/dl (Mann) 
bzw. > 16,5 g/dl (Frau) 
Thrombozytenzahl ≥ 450 000/µl Megakaryozytäre Proliferation 
und Atypie begleitet von 
Fibrose 
 A2 JAK2 p.V617F oder JAK2 
Exon 12 Mutation 
Megakaryozytäre Proliferation 
mit großen und reifen Kernen 
Ausschluss von PV, CML oder 
anderer myeloischer 
Neoplasien 
 A3  Ausschluss von PV, IMF, CML 
oder anderer myeloischer 
Neoplasien 
JAK2 p.V617F Mutation, 
anderer klonaler Marker 
oder Ausschluss reaktiver KM 
Fibrose 
 A4  JAK2 p.V617F Mutation, 
anderer klonaler Marker 
oder Ausschluss reaktiver 
Thrombozytose 
 
Nebenkriterien B1 KM mit gesteigerter 
Erythro-, Granulo- und 
Megakaryopoese 
 Leukoerythroblastose 
 B2 Erniedrigter EPO-Spiegel  Erhöhte LDH im Serum 
 B3 EPO-unabhängiges 
Wachstum erythroider 
Kolonien 
 Palpable Splenomegalie 
 B4   Anämie 
Diagnose  A1 + A2 + ein 
Nebenkriterium 
Oder 
A1 + zwei Nebenkriterien 
A1 + A2 + A3 + A4 A1 + A2 + A3 + zwei Neben-
kriterien 
Tabelle 1: Akutelle Diagnosekriterien der myeloproliferativen Neoplasien nach WHO 2008. Übersetzt und 
modifiziert nach [8]. 
 
Die PV ist primär durch eine gesteigerte Erythropoese gekennzeichnet [7], die ET durch 
vermehrte Thrombopoese und die CML weist eine gesteigerte Myelopoese auf. Bei der PMF 
kommt es zur Fibrose des Knochenmarks. Häufig gibt es Übergänge zwischen den einzelnen 
Formen [10]. Allen gemeinsam sind aber die Proliferation von Zellen der myeloischen Reihe, 
eine Splenomegalie sowie der bindegewebige Umbau des Knochenmarks [11].  
Auf dem Boden einer MPN kann sich sekundär eine akute myeloische Leukämie (AML) 
entwickeln [11, 12, 13, 14]. 
 
1.1.2 Die JAK2 p.V617F Mutation bei MPN 
2005 wurde mit der Entdeckung der Mutation JAK2 p.V617F ein Meilenstein im Verständnis 
und der Erforschung dieser Erkrankungen gelegt [15, 16, 17, 18]. JAK2 p.V617F ist der 
häufigste klonale Marker bei MPN und ein wichtiger Bestandteil zur Diagnosestellung von 




PV, ET und PMF. Diese Punktmutation wird bei nahezu allen Patienten mit PV sowie in etwa 
50% bei Patienten mit ET und PMF gefunden. 
 
Tabelle 2 gibt einen Überblick über die prozentuale Verteilung der JAK2 p.V617F Mutation 
innerhalb MPN: 
 
MPN Häufigkeit der JAK2  





Tabelle 2: Häufigkeit der JAK2 p.V617F Mutation bei MPN [19]. 
 
 
Das JAK2 Protein ist eine zytoplasmatische Tyrosinkinase, die Januskinase 2 und Bestandteil 
von Zytokinrezeptoren. Der JAK2 Rezeptor liegt als Dimer vor und besitzt insgesamt drei 
Domänen: die JH1-Domäne nahe dem Carboxyl-Ende, die proximale JH2-Domäne ohne 
Kinasenaktivität (Pseudokinase) sowie eine FERM-Domäne zur Bindung von Liganden [19]. 
Im inaktiven Zustand wird die JH1 Kinasenaktivität durch die JH2-Domäne inhibiert. Die 
Aktivierung der Januskinase 2 erfolgt durch Bindung spezieller Liganden (z.B. EPO, TPO, G-
CSF) und führt zur Konformationsänderung des Proteins durch Transphosphorylierung. Die 












inaktive JAK2 aktivierte JAK2 JAK2 p.V617F Mutation 
   
Hemmung der JH1 Kinasen-
aktivität durch JH2. 
Konformationsänderung der Januskinase 
durch Ligandenbindung, in der Folge 
fehlende Hemmung der JH1 Domäne. 
JH2 Domäne mit p.V617F Mutation 
kann JH1 Kinasenaktivität nicht 
hemmen. 
Abbildung 1: Die Domänen der Januskinase 2 im inaktiven und aktivierten Zustand sowie Veränderungen 
bei Vorhandensein der JAK2 p.V617F Mutation. Übersetzt und modifiziert nach [19]. 
 
Das JAK2 Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 9 lokalisiert [17]. Die 
Punktmutation JAK2 p.V617F in der JH2-Domäne führt zum Basenaustausch von Guanin 
gegen Thymin im Nukleotid 1849 (Exon 12) und hat einen Aminosäureaustausch von Valin 
gegen Phenylalanin im Codon 617 des JAK2 Proteins zur Folge [15, 16-18, 20, 21].  
 
Codon 614 615 616 617 618 619 
JAK2 Wildtyp Gly Val Cys Val Cys Gly 
GGA GTA TGT GTC TGT GGA 
    ↓   
JAK2 p.V617F GGA GTA TGT TTC TGT GGA 
Gly Val Cys Phe Cys Gly 
Abbildung 2: Ausschnitt aus dem JAK2 Gen, Exon 12. Darstellung der Basentripletts mit 
Aminosäureaustausch  von Valin gegen Phenylalanin im Codon 617. 
 
Dadurch ist die Hemmung der JH1-Domäne (negative Autoregulation) im inaktiven Zustand 
aufgehoben und es kommt zur dauerhaften Aktivierung nachgeschalteter Signal-
transduktionswege (z.B. STAT) [19]. Die betroffenen blutbildenden Stammzellen weisen eine 
gesteigerte Zellteilungsrate auf, sie sind unabhängig von der Stimulation durch EPO und 
zeigen eine erhöhte Sensitivität gegenüber Wachstumsfaktoren [16-18]. 
Die Mutation betrifft ausschließlich hämatopoetische Zellen mit Vermehrung innerhalb der 
myeloischen Reihe und kommt nicht in der Keimbahn vor [17, 18, 22]. Neben der Bedeutung 




der JAK2 p.V617F Mutation zur Diagnosestellung BCR-ABL negativer MPN wurde diese 
auch als prognostischer Faktor für eine Vielzahl von Endpunkten untersucht. 
 
1.1.3 Prognoseabschätzung 
Während bei PV und ET die Vermeidung thrombembolischer Komplikationen das primäre 
Therapieziel darstellt, zeigen Patienten mit PMF eine deutlich eingeschränkte 
Lebenserwartung [23]. Deshalb ist es insbesondere bei dieser Krankheitsentität notwendig, 
klinische Risikoscores zur Abschätzung des Überlebens für Therapieentscheidungen zu 
nutzen.  
Als Grundlage der Therapieempfehlungen sind entsprechend der DGHO für die PMF aktuell 
drei Risikoscores etabliert [24]. Der IPSS-Score (International Prognostic Scoring System) 
kommt bei Diagnosestellung zur Anwendung und beschreibt das Risiko der Entstehung einer 
akuten Leukämie. Die entsprechenden Risikofaktoren [25] sind in Tabelle 3 dargestellt und 
können zu jedem Zeitpunkt während des Krankheitsverlaufes erneut abgeschätzt werden 
(DIPSS-Score), allerdings mit höherer prognostischer Bedeutsamkeit bei Auftreten einer 
Anämie [26]. Der DIPSS-Plus-Risikoscore berücksichtigt zusätzliche Faktoren wie 
Transfusionsbedarf, Thrombozytenzahl und Zytogenetik als Prädiktoren für ein schlechteres 
Überleben [27]. 
Tabelle 3 gibt einen Überblick über die Risikoscores zur Prognoseabschätzung und 
Therapieentscheidung bei PMF: 
 








Niedrig 1 0 0 
Intermediär-1 2 1-2 1 
Intermediär-2 3 3-4 2-3 
Hoch 4-5 ≥5 ≥4 
x
Risikofaktoren (Punkte): Alter > 65 Jahre (1), Hb < 10 g/dl (IPSS: 1, DIPSS: 2), Blastenanteil 
im peripheren Blut ≥ 1% (1), Leukozyten > 25 Gpt/l (1), konstitutionelle Symptome (1) 
y
Zusätzlich (je 1 Punkt): Thrombozyten < 100 Gpt/l,  Transfusionsbedarf, Hochrisiko-
zytogenetik
 
IPSS: International Prognostic Scoring System, DIPSS: dynamisches IPSS
 
Tabelle 3: IPSS-, DIPSS- und DIPSS-Plus-Score, übersetzt und modifiziert nach [24-27]. 
 




1.2 Therapeutische Möglichkeiten 
Es gibt verschiedene therapeutische Optionen zur Behandlung BCR-ABL negativer MPN. 
Patienten mit PV und ET haben im Vergleich zur Gesamtbevölkerung keinen signifikanten 
Überlebensunterschied [28], weshalb das primäre Therapieziel die Vermeidung von 
Komplikationen und Verbesserung klinischer Symptome darstellt. Bei PMF wird die 
Prognose anhand der oben dargestellten Risikoscores abgeschätzt. In Abhängigkeit von Alter 
und Risikogruppe kommt für dieses Patientenkollektiv eine allogene 
Stammzelltransplantation in Frage. 
 
1.2.1 Allogene Stammzelltransplantation (SCT) 
Die allogene Transplantation hämatopoetischer Stammzellen ist die einzige Möglichkeit der 
Kuration bei Patienten mit BCR-ABL negativer MPN [29]. Aufgrund 
transplantationsassoziierter Nebenwirkungen und erhöhter Mortalität kommt dieses Verfahren 
nur bei einem ausgewählten Patientenkollektiv zur Anwendung. Patienten mit PMF und 
entsprechend Intermediär-Risiko 2 oder Hochrisiko sind potentielle Kandidaten für eine 
allogene Stammzelltransplantation  [25, 26].  
Generell können mobilisierte periphere Blutstammzellen, Stammzellen aus Knochenmark 
oder Nabelschnurblut übertragen werden. Ziel der SCT ist es, das befallene Knochenmark des 
Patienten durch gesundes Spender-Knochenmark zu ersetzen. Dazu ist zunächst eine sog. 
zytoreduktive Therapie oder Konditionierung als vorbereitende Phase erforderlich. Dabei 
wird der Patient einer Behandlung mit Zytostatika evtl. in Kombination mit einer 
Ganzkörperbestrahlung ausgesetzt, um die erkrankten hämatopoetischen Zellen zu zerstören 
und das Anwachsen des Transplantates zu ermöglichen. 
 
1.2.2 Konventionelle Therapie 
Bei BCR-ABL negativen MPN kommt es aufgrund krankheitsbedingter Proliferation 
peripherer Blutzellen zur Erhöhung der Blutviskosität mit der potentiellen Gefahr einer 
Thrombose oder Embolie. Entsprechend den aktuellen Leitlinien der DGHO 
(http://www.dgho-onkopedia.de) gilt es bei Patienten mit ET und PV diese Komplikationen 
zu vermeiden. Dazu können allgemeine Maßnahmen (z.B. Gewichtsreduktion, regelmäßige 
Bewegung, ausreichend Flüssigkeitszufuhr) ergriffen oder ASS als 
Thrombozytenaggregationshemmer bei zusätzlichem Vorliegen kardiovaskulärer 




Risikofaktoren eingesetzt werden [23, 30]. Bei Hochrisikopatienten (Thrombose in der 
Anamnese, Alter > 60 Jahre) wird eine Therapie mit ASS und Hydroxyurea empfohlen [23]. 
Aufgrund der gesteigerten Erythropoese bei PV kommt bei dieser Krankheitsentität zusätzlich 
die Aderlasstherapie zur Anwendung. 
Bei PMF mit niedrigem oder Intermediär-Risiko 1 bei Diagnosestellung (nach IPSS-Score, 
siehe Tabelle 3) sollte sich zunächst abwartend verhalten und eine Therapie nur bei 
entsprechend klinischer Symptomatik (z.B. transfusionsbedürftige Anämie, Splenomegalie) 
eingeleitet werden [23]. Splenomegalie ist ein häufig führendes Symptom, welches zu 
schwerwiegenden Komplikationen wie Milzruptur oder portaler Hypertension führen kann. 
Eine medikamentöse Therapie mit Hydroxyurea konnte eine Reduktion der Milzgröße bei 
etwa 35 % der Patienten zeigen [24]. 
 
1.2.3 Neue Therapieansätze 
Die zielgerichtete Inhibition der JAK Tyrosinkinase als neuer Therapieansatz wird zukünftig 
eine große Rolle spielen. Ruxolitinib wurde als erster JAK1/2-Inhibitor für die Behandlung 
der PMF bereits zugelassen. In zwei Studien zeigte sich unter Ruxolitinib ein Rückgang der 
Splenomegalie um etwa 40 % sowie eine Verbesserung des Allgemeinzustandes der Patienten 
unabhängig von Risikostatus, Alter und dem Vorliegen einer JAK2 p.V617F Mutation [23, 31, 
32]. 
Neue Therapiemöglichkeiten entstehen durch Kombination von JAK Inhibitoren mit anderen 
wirksamen Methoden wie z.B. der Interferontherapie [33, 34].  Eine Vielzahl weiterer 
Substanzen wird derzeit in klinischen Studien untersucht und könnte zukünftig völlig neue 


















JAK2 p.V617F allele burden in myeloproliferative neoplasms one month after allogeneic 






























































































3 Übergreifende Bewertung 
Mit dem Nachweis der JAK2 p.V617F Punktmutation wurde nicht nur ein wichtiges 
Hilfsmittel in der initialen Diagnostik von MPN, sondern außerdem die Grundlage zur 
Verlaufskontrolle dieser Patienten nach allogener SCT geschaffen. 
Die JAK2 p.V617F Mutation findet sich am häufigsten bei Patienten mit PV, ist jedoch 
keinesfalls spezifisch und kann ebenfalls bei ET und PMF nachgewiesen werden (siehe 
Tabelle 2).  
Ziel dieser Arbeit war es, eine möglichst sensitive Methode zur Quantifizierung der JAK2 
p.V617F Allele nach SCT zu entwickeln. Dafür etablierten wir eine quantitative 
Mutationsanalyse nach dem Prinzip der allel-spezifischen PCR (ARMS-QPCR) und 
verglichen diese Methode mit der bereits beschriebenen allel-spezifischen PCR mit Wildtyp 
Blockade (WTB-AS QPCR) [35].  
Bei der ARMS-QPCR binden nur komplementäre Oligonukleotide an eine 
Einzelstrangsequenz und können Ausgangspunkt der Polymerasekettenreaktion sein. Bei 
einer Mutation mit Austausch einer einzelnen Base kann das ursprüngliche Oligonukleotid 
der Normalsequenz nicht mehr ausreichend binden, um die PCR zu starten. Es liegt dann eine 
Amplifikations-resistente Mutation (ARMS) vor. Der ARMS Primer ist so verändert, dass er 
am 3’Ende eine Base trägt, die dem Allelzustand der ausgetauschten Base bei einer Mutation 
entspricht. Der ARMS Primer bindet also an die Mutation und führt zur Amplifikation.  
 
 
Abbildung 3: Prinzip der ARMS PCR (Amplification Refractory Mutation System) 




Um die Amplifikate quantitativ beurteilen zu können, wurde das Real-Time PCR Prinzip 
verwendet. Dieses beruht auf der Methode der konventionellen Polymerase-Kettenreaktion 
und ermöglicht zusätzlich eine Quantifizierung der amplifizierten DNA durch Messung der 
Fluoreszenzintensität eines in doppelsträngiger DNA interkalierten Farbstoffes. In der 
vorliegenden Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (Qiagen, Hilden, Germany) 
verwendet. Die Zunahme der Fluoreszenz ist proportional zur Menge des eingesetzten DNA-
Templates. Somit lassen sich anhand der Intensität des Fluoreszenzsignals Rückschlüsse auf 
die Ausgangskonzentration der zu quantifizierenden DNA ziehen. 
 
Bei der Auswahl der Primer zur Etablierung der ARMS-QPCR orientierten wir uns zunächst 
an den von der Arbeitsgruppe Kröger et al. [36] vorgeschlagenen Primern und verwendeten 
folgenden modifizierten Primer Mix: 
 
JAK2 p.V617F-F   (forward Primer) 5’ TTA TGG ACA ACA GTC AAA CAA CAA TTC 3’ 
JAK2 p.V617F-R2 (reverse Primer) 5’ CTT ACT CTC GTC TCC ACA GAA 3’ 
FAM Sonde 5’ TTG TAC TTT TTT TTT TCC TTA GTC TTT CTT TGA AGC AGC A 3’ 
Die fett markierte Base kennzeichnet die Position der Mutation. 
 











Abbildung 4: Gen der Januskinase 2, Exon 12, Mutation JAK2 p.V617F mit Position der Primer JAK2 p.V617F-
F  und JAK2 p.V617F-R2 
 
Als Referenzgen verwendeten wir HCK (human hemopoietic cell kinase) mit den von der 
Arbeitsgruppe Kröger et al. [36] vorgegebenen Primern. 
EF094954 Homo sapiens Janus kinase 2 gene, exon 12 and partial cds 
V617F mutation [http://www.ncbi.nlm.nih.gov] 
 
CTTTATTATGGCAGAGAGAATTTTCTGAACTATTTATGGACAACAGTCAAACAACAATTCTTTGTACTTT 




                              
AATTATGGAGTATGTTTCTGTGGAGACGAGAGTAAGTAAAACTACAGGCTTTCTAATGCCTTTCTCAGAG 











Folgende Primer und Sonden kamen zur Detektion von JAK2 Wildtyp zum Einsatz: 
JAK2 p.V617F-F (forward Primer) 5’ TTA TGG ACA ACA GTC AAA CAA CAA TTC 3’ 
JAK2 wt-R       (reverse Primer) 5’ CTT ACT CTC GTC TCC ACA GAC 3’ 










Abbildung 5: Gen der Januskinase 2, Exon 12, Wildtyp mit Position der Primer JAK2 p.V617F-F und JAK2   
wt-R 
 
Zur Entwicklung von Real-time PCR Standards für die JAK2 p.V617F Mutation führten wir 
eine Klonierung für JAK2 p.V617F, JAK2 Wildtyp und das Referenzgen HCK durch, um 
eine definierte Menge JAK2 p.V617F mutierter Allele herzustellen und diese als 





TA Expression Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) verwendet. Die Anwendung erfolgte 
entsprechend den Angaben des Herstellers. 
Die Real-Time PCR wird letztlich unter Verwendung der o.g. Primer durchgeführt: 
Detektion von JAK2 p.V617F:  JAK2 p.V617F-F (forward Primer)  
JAK2 p.V617F-R2 (reverse Primer) 
 
Detektion von JAK2 Wildtyp:  JAK2 p.V617F-F (forward Primer) 
JAK2 wt-R (reverse Primer) 
 
In den ersten Analysen traten inakzeptable Amplifikationen von JAK2 p.V617F mutierter 
DNA durch den reversen Wildtyp-Primer JAK2 wt-R auf. Deshalb wurde ein alternativer 
reverse Primer entwickelt und als JAK2 total bezeichnet, der genau eine Base vor der 
Mutation (5’) endet und sowohl JAK2 p.V617F als auch den Wildtyp der Januskinase 2 
EF094945 Homo sapiens Janus kinase 2 gene, exon 12 and partial cds 
wildtype sequence [http://www.ncbi.nlm.nih.gov] 
 
CTTTATTATGGCAGAGAGAATTTTCTGAACTATTTATGGACAACAGTCAAACAACAATTCTTTGTACTTT 




                              
AATTATGGAGTATGTGTCTGTGGAGACGAGAGTAAGTAAAACTACAGGCTTTCTAATGCCTTTCTCAGAG 










erfasst (siehe Abbildung 6). Dieser Primer zeigte eine niedrige Kreuzreaktivität und wurde 
nun in der Real-Time PCR eingesetzt: 












Abbildung 6: Gen der Januskinase 2, Exon 12, Wildtyp mit Position der reverse Primer  JAK2 wt-R und JAK2 
total 
 
Nach dieser und anderen Optimierungen der ARMS-QPCR erreichen wir eine Sensitivität von 
maximal 0,1% JAK2 p.V617F mutierter Allele/HCK mit einem dynamischen (quantitativen) 
Messbereich von 3 logarithmischen Stufen. Die ARMS-QPCR erreicht einen inter- und intra-
Assay Variationskoeffizient von 0,04 und 0,02. 
Die Vergleichsmethode in dieser Arbeit WTB-AS QPCR erreicht eine höhere Sensitivität (ca. 
0,01%). Diese wird durch die Verwendung spezieller Sonden sowie des Taq-Polymerase 
Stoffel-Fragments erreicht, wodurch die Amplifikation der Wildtyp-DNA nahezu verhindert 
wird [35]. Allerdings ist ab 1% mutiertem Allel nur noch eine qualitative Aussage möglich, 
was den dynamischen Messbereich auf 2 logarithmische Stufen begrenzt.   
 
 ARMS-QPCR WTB-AS QPCR 
Sensitivität [%] 0,1 0,01 
quantitativer Messbereich [%] 100-0,1 100-1 
Tabelle 4: Vergleich ARMS-QPCR und WTB-AS QPCR 
EF094945 Homo sapiens Janus kinase 2 gene, exon 12 and partial cds 
wildtype sequence [http://www.ncbi.nlm.nih.gov] 
 
CTTTATTATGGCAGAGAGAATTTTCTGAACTATTTATGGACAACAGTCAAACAACAATTCTTTGTACTTT 
                          Jak2-F TTATGGACAACAGTCAAACAACAATTC TTGTACTTT 
 
TTTTTTTCCTTAGTCTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGATGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTA 
TTTTTTTCCTTAGTCTTTCTTTGAAGCAGCA                               ACCAAAAT 
                              
AATTATGGAGTATGTGTCTGTGGAGACGAGAGTAAGTAAAACTACAGGCTTTCTAATGCCTTTCTCAGAG 
               CAGACACCTCTGCTCTCATTC Jak2 wt-R   











Von allen Patienten erfolgte nun eine Quantifizierung der JAK2 Allele vor und nach SCT 
durch beide Methoden in Blutproben bzw. Beckenkammbiopsien. Diese wurden zu 
definierten Zeitpunkten (28, 56 und 84 Tage nach SCT) entnommen und asserviert. Wir 
stellten uns die Frage, welches hämatologische Kompartiment zur molekularen 
Verlaufskontrolle am besten geeignet ist und ob zwingend Beckenkammbiopsien zur 
Verlaufskontrolle durchzuführen sind. Dazu untersuchten wir 70 parallel entnommene 
Blutproben und Beckenkammbiopsien mit ARMS-QPCR und WTB-AS QPCR. Unsere Daten 
zeigen, dass Blutproben und Beckenkammbiopsien in beiden allel-spezifischen 
Amplifikationsverfahren gleichwertige Ergebnisse erzielten. Alle Proben aus peripherem Blut 
mit einem quantitativen Ergebnis von > 1% JAK2 p.V617F wurden auch in den parallelen 
Beckenkammbiopsien als > 1% bewertet.  Wir schlussfolgern, dass beide hämatologischen 
Kompartimente zur molekularen Verlaufskontrolle nach allogener SCT geeignet sind, da die 
diagnostisch wichtige Differenzierung in ein hohes (> 1%) und niedriges (≤ 1%) JAK2 
p.V617F Vorkommen in jedem Fall möglich war. Zukünftig ist also die Verwendung von 
antikoaguliertem Vollblut zur quantitativen Bestimmung von JAK2 p.V617F mutiertem Allel 
als Verlaufskontrolle ausreichend, welches bei Routinebestimmungen die invasivere 
Beckenkammbiopsie ersetzen kann. Wenn allerdings der Verdacht auf ein Rezidiv der 
Erkrankung besteht oder die Beurteilung der Hämatopoese erfolgen soll, ist weiterhin eine 
Beckenkammbiopsie erforderlich.  
Wir analysierten weiterhin 142 Proben von 14 Patienten als Doppelbestimmung, um beide 
PCR-Methoden zu vergleichen. Von allen Patienten wurden Proben vor und nach allogener 
SCT untersucht. 
Vor SCT lag der maximale JAK2 p.V617F Allel-Nachweis bei allen bis auf zwei Patienten 
zwischen 15-85%. Bei einem Patienten (UPN 12) war nur eine Probe acht Tage vor SCT 
verfügbar, in der wir 1,3% JAK2 mutierte Allele mittels ARMS-QPCR nachweisen konnten. 
Wir gehen davon aus, dass dies bereits auf eine erfolgreiche Reduktion neoplastischer Klone 
vor SCT hindeutet. Der Patient mit UPN 6 wies eine komplexe MPN auf, da er zusätzlich die 
KIT D816V Mutation trug und zeigte vor SCT maximal 5% JAK2 p.V617F  in der ARMS-
QPCR. 
Wir kategorisierten die Allellast nach SCT mit > 1% und ≤ 1% und korrelierten diese 
Ergebnisse mit Rezidivinzidenz und Gesamtüberleben der Patienten. Erstaunlicherweise zeigt 
sich schon am Tag 28 nach SCT ein Zusammenhang zwischen JAK2 p.V617F Allellast und 
dem Auftreten von Rezidiven.  




In einer ersten Kohorte von 14 Patienten zeigten 7 Patienten einen Nachweis von JAK2 
p.V617F > 1% am Tag 28 nach allogener SCT. Davon verstarben 6 Patienten aufgrund eines 
hämatologischen Rezidivs (n=4), Transplantatabstoßung (n=1) oder im Zusammenhang mit 
der Therapie (n=1). Der einzige Patient, der überlebte (UPN 13), zeigte eine signifikante 
Persistenz von JAK2 p.V617F > 1% bis 6 Monate nach SCT. Erst danach kam es zum Abfall  
≤ 1%, einhergehend mit einer regredienten Splenomegalie. Bis dato gibt es für diesen 
Patienten keinen Anhalt für das Wiederauftreten einer hämatologischen Erkrankung. 
Bei den anderen 7 Patienten ließ sich JAK2 p.V167F ≤ 1% einen Monat nach SCT 
nachweisen. Im Verlauf konnten bei sechs Patienten 2-26 Monate nach SCT molekular keine 
JAK2 p.V617F Allele mehr nachgewiesen werden, fünf Patienten verblieben in 
hämatologischer Remission. Ein Patient (UPN 14) entwickelte eine sekundäre AML ohne 
Nachweis der JAK2 Mutation, ein anderer (UPN 8) verstarb aufgrund Therapie-assoziierter 
Ursachen. Der bereits oben erwähnte Patient mit komplexer MPN (UPN 6) zeigte schon vor 
SCT ein geringes JAK2 p.V617F Vorkommen und entwickelte molekulare Negativität an Tag 
40 und 150, verstarb aber dennoch aufgrund eines hämatologischen Rezidivs mit Positivität 
von JAK2 p.V617F am Tag 372 nach SCT. Dieser Patient lässt vermuten, dass die 
molekularen Verlaufsuntersuchungen bei Patienten mit initial niedriger Allellast weniger 
aussagekräftig sein könnten im Vergleich zu Patienten mit primär hohem JAK2 p.V617F 
Nachweis. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass 6 von 7 Patienten mit JAK2 p.V617F 
≤ 1 % einen Monat nach SCT im weiteren Verlauf Episoden mit molekularer Negativität 
aufwiesen. 
Wir stellten deshalb die Hypothese auf, dass JAK2 p.V617F ≤ 1 % am Tag 28 nach SCT ein 
statistisch signifikanter Prädiktor für eine geringere Rezidivinzidenz im Verlauf nach SCT 
sein könnte.   
Um diese Hypothese zu beweisen, untersuchten wir eine zweite Kohorte von 16 Patienten, die 
im gleichen Zeitraum zwischen 2000 und 2008 an der Universität Leipzig in der Abteilung für 
Hämatologie und Onkologie stammzelltransplantiert wurden. Im Gegensatz zur ersten 
Kohorte mit seriellen Probeentnahmen waren hier Proben vom Tag 28 nach SCT verfügbar, 
so dass eine Gesamtkohorte von jetzt 30 Patienten für die Analyse zur Verfügung stand. Die 
Patientencharakteristika dieser Patienten sind in Tabelle 1 des Publikationsmanuskriptes 
ersichtlich.   
Von 30 Patienten der Gesamtkohorte entwickelten 9 Patienten ein Rezidiv in einem  
Beobachtungszeitraum von 32 Monaten (Median) nach SCT. Nur JAK2 p.V617F positive 
Erkrankungen wurden als Rezidiv gewertet (und nicht sekundäre AML ohne JAK2 




Mutationsnachweis). Sieben von 9 Patienten (78%) zeigten ≤ 1% JAK2 p.V617F am Tag 28 
nach SCT. Nur zwei Patienten rezidivierten bei ≤ 1% JAK2 p.V617F - ein Patient (UPN 6) 
mit der bereits erwähnten systemischen Mastozytose sowie ein weiterer Patient, der erst nach 
einem langen krankheitsfreien Intervall von 38 Monaten nach SCT ein Rezidiv erlitt. 
Statistisch zeigte sich bei einem Nachweis von JAK2 p.V617F ≤ 1% am Tag 28 nach 
allogener SCT ein signifikant höheres Gesamtüberleben (p<0,01) und geringeres 
Rezidivrisiko einer JAK2 positiven MPN (p=0,04) im Vergleich zu den Patienten mit Werten 
von JAK2 p.V617F > 1%.  
Mit unseren Daten konnten Grundlagen für die Bewertung von molekularen 
Verlaufskontrollen von Patienten mit JAK2 p.V617F positiven MPN geschaffen werden. 
Insbesondere die große Auswirkung effektiver Krankheitsnachsorge in den ersten Wochen 
nach SCT und die Erkennung eines Frührezidivs haben einen hohen Stellenwert. Mit unserem 
Monitoring ist der exakte Nachweis neoplastischer Zellklone auf DNA-Ebene einschließlich 
noch ruhender neoplastischer Zellklone möglich. Dies soll zukünftig ein frühzeitiges 
therapeutisches Eingreifen ermöglichen.  
Dennoch werden dringend weitere Studien benötigt, um verbindliche Leitlinien zur 
molekularen Verlaufskontrolle dieser Patienten zu erstellen. Wir empfehlen eine 
Quantifizierung der JAK2 p.V617F Allele bereits vor zytoreduktiver Therapie zu beginnen 
und mindestens monatlich nach allogener SCT fortzusetzen. Dabei konnten wir einen 
Grenzwert > 1% JAK2 mutierter Allele im ersten Monat nach SCT als einen aussagekräftigen 
Hinweis für ein bevorstehendes Rezidiv definieren. Eine frühzeitige Reduktion der 
Immunsuppression oder Verabreichung von Spenderlymphozyteninfusion sollte überdacht 
werden.  
Im Gegensatz zu anderen Autoren [37] konnten wir den DIPSS Risikoscore nicht als 
prädiktiven Parameter für das Überleben der Patienten unserer Kohorte bestätigen. Dies lässt 
sich damit erklären, dass dieses Score System ausschließlich für Patienten mit primärer 
Myelofibrose entwickelt wurde und nur 53% unserer Kohorte diese Erkrankung aufwiesen.  
Durch die in meiner Dissertation erfolgte Etablierung und Optimierung der ARMS-QPCR 
wurde es möglich, die Quantifizierung der JAK2 p.V617F Mutation bereits in die Diagnostik 
und Routine in der Abteilung für Hämatologie und internistische Onkologie der Universität 
Leipzig einzuführen. Die in dieser Arbeit gezeigten prognostischen Bewertungen der 
Ergebnisse werden bei der Patientenbetreuung berücksichtigt und ermöglichen eine 
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Unter dem Begriff der myeloproliferativen Neoplasien werden nach neuer WHO-
Klassifikation von 2008 verschiedene Neoplasien der Myelopoese zusammengefasst. 
Charakteristisch ist die Vermehrung einer oder mehrerer Zellen der myeloischen Reihe im 
Knochenmark ausgehend von einer transformierten hämatopoetischen Stammzelle. 
Entscheidend ist, dass die abstammenden Blutzellen eine hohe Proliferationsaktivität 
aufweisen, aber zunächst noch normal ausreifen. Wie bei den meisten anderen Neoplasien ist 
die Ätiologie der MPN weitgehend unbekannt. Chemische Karzinogene wie Benzol oder 
ionisierende Strahlen sind als auslösende Ursache denkbar, in der Mehrzahl der Erkrankungen 
lassen sich jedoch keine schädigenden Faktoren ermitteln. 
Im Verlauf können Komplikationen der MPN zum Tode führen oder die Transformation in 
eine sekundäre AML erfolgen. Der einzig potentiell kurative Therapieansatz ist die allogene 
SCT, die dennoch mit signifikanter Mortalität und Morbidität einhergeht. 
Neue diagnostische Erkenntnisse ergaben sich mit der Entdeckung der für BCR-ABL 
negative MPN typischen JAK2 p.V617F Punktmutation, deren Nachweis heute zum 
diagnostischen Standardrepertoire gehört. 
Wir untersuchten ein Gesamtkollektiv von 30 Patienten mit JAK2 p.V617F positiver MPN, 
die im Zeitraum zwischen 2000 und 2008 an der Universität Leipzig (Abteilung für 





Patienten einer ersten Kohorte wurden vor und zu definierten Zeitpunkten nach SCT 
retrospektiv analysiert. Dafür kamen zwei Methoden, die ARMS-QPCR und die WTB-AS 
QPCR als allel-spezifische Amplifikationsverfahren zum quantitativen Nachweis der JAK2 
p.V617F Punktmutation zur Anwendung. 
Untersucht wurden 70 Proben aus antikoaguliertem Vollblut und 76 Beckenkammbiopsien.  
 
Ein direkter Vergleich beider PCR-Methoden konnte anhand von 142 Proben vollzogen 
werden, die sowohl mit dem Verfahren der ARMS-QPCR als auch WTB-AS QPCR 
analysiert wurden. Dabei zeigte sich eine geringfügig höhere Sensitivität der WTB-AS QPCR 
(bis 0,01% mutiertes Allel im Vergleich zu 0,1% bei ARMS-QPCR). Allerdings ist der 
quantitative Messbereich der WTB-AS QPCR bei 1% ausgeschöpft, danach sind nur noch 
qualitative Aussagen möglich. Im Gegensatz dazu sind mit der ARMS-QPCR quantitative 
Ergebnisse bis 0,1% möglich. Beide Methoden sind jedoch zur Bestimmung von JAK2 
p.V617F Mutation positiver Resterkrankung nach allogener SCT gleichwertig geeignet.    
 
Im Vergleich der JAK2 p.V617F Allellast in 70 simultan entnommenen peripheren 
Blutproben und Beckenkammbiopsien wurden identische Ergebnisse erzielt. Beide 
hämatologischen Kompartimente sind also zur Quantifizierung der Mutation JAK2 p.V617F 
nach allogener SCT  gleichwertig geeignet. Damit können bei einem Teil der Patienten 
Bestimmungen aus Beckenkammbiopsien durch Analysen aus peripherem Blut ersetzt werden. 
  
An 30 Patienten nach allogener SCT konnte bei JAK2 p.V617F > 1% bereits am Tag 28 nach 
allogener SCT eine Assoziation mit einem hohem Rezidivrisiko (p=0,04) sowie einem 
schlechteren Gesamtüberleben (p<0,01) nachgewiesen werden. Deshalb sollten bei diesen 
Patienten bereits am Tag 28 frühzeitig Interventionen wie Reduktion der Immunsuppression 
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